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Summary 
These experiments were conducted to investigate the porcine embryo-development-promoting factors 
(PEDPFs). The PEDPFs were found in serum-free conditioned medium (CM) of porcine oviductal 
epitherial c日1s.In development test of porcine embryos cultured with diff巴rentprotein fraction after 
salt sedimentation by ammonium sulfate of the CM， globulin fraction which was precifitated with 30 
-70% saltulated ammonium sulfate has promoting effect significantly (p<0.05). The globulin fraction 
was fractionated by 8巴phacryl8-200 gel filtration. After the g巴1filtration chromatography， these frac-
tions were examined by development test. 8ignificantly higher rate in the d巴velop工nentwas obserbed 
when faction no. 7 was added into the culture medium. Consist of protein molecul was visualized 
by 8D8-12.5% PAGE. A few bands which have 40-60KD in molecular weight were detected on the 
zymogram 
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緒 Zコ
家畜における卵子の体外成熟，体外受精そして体外に
おける発生培養の研究は，日甫乳動物の初期発生のメカニ
ズムの解明や，生殖細胞の有効利用にとっても極めて重
要である.しかし， 多くの哨乳動物の卵子は，体外での
成熟-受精・発生を行うとある決まった段階で発生が停
止する現象が起きる.ブタにおいては， 4 -cell期で、発
生が停止するため，一般に["4 -cellブロック」と呼ば
れており，体外受精法の確立及び受精卵移植で求められ
る座盤胞の生産の大きな妨げとなっている.
近年，様々な体細胞と受精卵を一緒に培養(共培養)
することで発生阻害を乗り越え，より進んだ発生段階ま
で達することがマウス1.2) ヒツジ 3) ウシ4..5) ヒトで
キ ワーード 卵管上皮細胞、ブタ体外受精卵
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報告されている.ブタに関して， 筆者らは卵管上皮細胞
層との共培養による発生促進効果を報告しており 7)この
効果は培養上清 (conditionedmedium : CM)にもみ
られることから，卵管上皮細胞から受精卵の発生促進因
子が放出されていることが示唆された. また，この因子
の一つはタンパク質様の性質をもっていた引.本研究で
はこのCM中の同タンパク質様発生促進因子の部分精製
を試みたので報告する.
材料亙び方法
1. CMの調製
卵管は未経産のL.W. D.種のl雌ブタ より屠殺直後に
採取した.採取後30分以内に間膜を切り取り ，卵管を切
開して，膨大部および峡部の内部上皮から細胞を削り取っ
た.これをマイク ロチューブにいれ，修正TCM199培地
(終濃度としてペニシリン250m，ストレプトマイ シン250
μg/凶，ピルビン酸ナ トリ ウム40μg/ml，ジベカシン1∞
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μg/mlを含む)で希釈し， 3分間 2.5gで遠心し， 上清
を捨てた.これを 5回繰り返し，培養血(35mmCollagen 
Coa ted Dish Collag巴 type1 ， IW AKI)に 2mlの修正
TCM199培地と0.5ml細胞懸濁液を入れ，ミネラルオイ
ルを重層した.細胞は38.5'C 5 % 二酸化炭素，95%空
気の気層下で 7~10日間培養した.細胞が培養皿表面に
単層を形成した後，培養上清を集め， MILLEX-HV 
(0.45μm， MILLIPORE)で議過したものをCMとして
以下の実験に用いた.
2.匪培養
肥培養は，本研究室で得たブタ体外受精卵を用い9)
修正TCM199培地中で，細胞は38.5'C， 5%二酸化炭素，
95%空気の気層下で96時間培養を行ない，各発生ステー
ジに達した脹の個体数を計数した.
3. CMタンパク質の塩析分画
上述の方法で調製したCM中の可溶性タンパク質を硫
安を用いた塩析法によって分画した. CMに30%飽和と
なるよう硫安をゆっくり加え，氷中で30分撹排した後，
4 'c， 20分間， 25，000 gで遠心を行ない沈澱 (0~30% 
飽和画分)同様に，上清に50%飽和， 70%飽和， 100%飽
和となるように硫安を加え，得られた沈澱をそれぞれ，
30~50% 飽和画分， 50~70%飽和画分， 70~80%飽和画
分とした.これらの沈澱および100%飽和の上清を100倍
量以上の蒸留水に対して一晩透析を行なった.それぞれ，
4 'C， 20分間， 25000 gで遠心を行ない水可溶性アルブミ
ン画分(上清)と水不溶性グロブリン画分(沈澱)にさ
らに分画した.発生試験は上記各函分をMILLEX-HV
(0.45μm， MILLIPORE)によって猪過滅菌し25%(v 
/v)修正TCM199培地に添加することで行なった.
4.ゲルj慮過法によるCMタンパク質の分画
ゲル減過はSephacry1 S-200ゲル (PharmaciaBiotech) 
を用い， 4 'Cで行なった.口径15mmのカラムにゲルを10
mlつめ， TCM199で平衡化した.
タンパク質溶液0.2mlをカラムにロードし，TCM199培
地によって流速53.1ml/hで溶出した.溶出液は 1mlずつ
回収し， O. D. 280nmの値からタンパク質濃度を測定
した
5.タンパク質分子の検出と分子量の測定
SDS-12.5%ポリアクリルアミドゲル電気泳動により
タンパク質の分子量を測定した.泳動は 200Vで2時間
行ない，タンパク質の検出は銀染色法 (SilverStainI 
Kit，羽Tako)で千子なった.
6 統計処理
統計処理はカイ二乗検定，DUNKANによって行った.
結 果
1.アルブミン分画友ぴグロプリン分画の添加による発
生率の変化
アルブミン分画の添加試験を行ったところ，コントロー
ル (TCM199)と比較してどの添加区においても発生率
に殆ど差は見られなかった (Table 1). 
一方，グロプリン分画の添加区においては，全体的に
有意に発生率が向上した (Table2). コントロールで
の2細胞期 4細胞期， 8細胞期， 16細胞期への発生率
(%)がそれぞれ33.3，23.3， 15.0， 6.6， 3.3であるのに対
し，特に硫安30-50%飽和によって得られたグロプリン
分画においては，それぞ、れ52.5，46.5， 33.3， 26.3， 13.1 
%，同様に50-70%飽和分画においては，それぞれ56.7，
53.6， 40.2， 28.9， 17.5%と有意に発生率が上昇した.
Table 1 Development of porcine embryos cultured wiht different 
supernatants after ammonium sulfate fraction. 
Total No. of Development rate (%) Albumin fraction embryos 2 -cel 4 -cel 8 -cel 16-cell Morulae 
Control ω 3.3" 23.3" 15.0" 6.6' 3.3' 
+ 0 -30%AS Fr. 75 25.3' 25.3" 16.0" 9.3" 1.3' 
+30-50%AS Fr 80 23.8' 21.3' ， 13.8' 5.0' 1.3' 
+50-70%AS Fr. 75 36.0' 34.7' 28.0' 17.3' 5.3' 
+70-100%AS Fr 86 24.4' 19.8' 15.1' ， 4.7' 2.3' 
十100%-ASFr 82 31. 7' 26.8" 20.7" 12.2" 4.9' 
.， : Values with different superscripts in the same column are significantly different (P<O.05) 
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Tab1e 2 Deve10pment of porcine embryos cu1tured with different 
supernatants aft巴ramrnonium sulfate fraction. 
Deve10pment rate (%) Tota1 No. of 
embryos Moru1ae 
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2. 8ephacryl 8-200によって分画されたグロフリン添
加による発生率の変化
l で示されたように，受精卵の発生促進効果の見ら
れた硫安30~70%飽和で得られたグロプリンを. 8ephacryl 
8-200を用いたゲル議過法により再度分画した.Fig. 1 
にタンパク質の溶出パターンを示した.また，フラクシヨ
ン?と 8を加えた函分を，発生培地に添加した場合. 2 
細胞期， 8細胞期，桑実匪期の各ステージでの発生率が
上昇した (Fig.2).
Cor市01
Fig. 2.Deve1opmenta1 rate of porcine embryos 
cultured with ge1-filtrated fraction 
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Fig. 3. 8D8-PAGE of CM and fraction 7 
Lane 1 : Marker ; 1ane 2: CM ; 1ane 
3: fraction 7. Mo1ecu1ar weights are 
indicated on the 1eft of ge1 
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7+8 13+14 
f"，回開 N。
1 
1+2 
。
3 グロプリン分子の検出と分子量の測定
2.で添加試験に用いられたフラクシヨン 7+8に含ま
れるグロプリンタンパク質分子をゲル濃度12.5%の8D8-
ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって分離した (Fig.
3 ).その結果，特に分子量4万-6万程度のところに
数本のバンドが観察された.
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Fig. 1.E1ution profile of ge1-filtration on 8ephacry1 
8-200 co1umn 
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考 察
本実験から，ブタの初期脹(1細胞期匹~桑実匹)は，
CM中のグロプリン タンパク質の添加によって有意に発
多くの哨乳動物の受精卵では，体外で培養するとある 生が促進されることが明らかになった.グロプリンタン
決まった段階で発生が阻害もしくは発生率が著し く低下 パク質の有効成分を調べるために，硫安30-70%飽和で
する現象(発生ブロック)が見られる 10) マウス及びハ
ムスターでは2細胞期l) ラットでは 4細胞期1ペ ヒツ
ジ及びウシでは8細胞期にこの現象が起きることが報告
さtLているは叫.
ブタにおいては4細胞期において発生が阻害される山.
ブタは他の動物と較べて4細胞期の時聞が長く， また，
この時期はちょうど卵管から子宮へ受精卵が移行する時
期にあたる山様々な体細胞との共培養や，初期発生の
場である卵管や子宮液の添加などが報告されている.例
えば，Archibongら川l土，ブタ 1-2細胞期の体内受精
卵を培養する際，卵管液の添加は受精卵の妊盤胞への発
生を高めると報告している.また， Wisemanら口)は，ブ
タにおいて卵管液中のインスリン様成長因子(IGF-1， 
IGF-I )が発情期に有意に増加しており ，これは血禁
由来ではなく ，卵管上皮細胞由来であると報告している.
GandoH and Moor18)はヒツジ匹の培養において卵管
上皮細胞との共培養が有効で、あることを報告しており，
塩析されるグロプリン分画を， ゲルi1昔、過に供し，各分画
について発生試験を行った.その結果，ボイドボリ ュー
ムの直後 (フラクシヨン， 7， 8)に高い発生促進活性
が見られた.これは，分子量数10万以上のタンパク質が
発生促進因子である可能性を示している.そこで，発生
促進活性のあったゲル議過のフラクションに含まれるタ
ンパク質を， SDS 変性条件下で， ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動によって分離した その結果，分子量 4万
-6万の数本のバン ドが検出された.
以上の結果より，発生促進因子はグロプリン様の性質
を持つ分子量数10万の複合タンパク質であり ，分子量4
万-6万のサブユニットによって構成されている可能性
が考えられた.現在，精製を進めるためより高分子域で
の分画を進めている.
要 約
培養されたブタ卵管上皮細胞より分泌された上清液に
Reedら聞はウシ卵管上皮細胞， BRL細胞 (肝上皮細胞) 含まれるタンパク質様発生促進因子の部分精製を試み
とのウシ体外受精卵の共培養及びCMによって発生が促 た.
進されることを報告している.また， Satohら削は，ウ 1. 30-70%の硫安によって塩析されるグロプリンタン
シ卵管及び頼粒膜細胞由来の発生促進因子のーっとし パク質に有意に発生を促進する活性が見られた.
て，分子量31，100のTIMP-1タンパク質を見いだして 2.同タンパク質画分を，Sephacry 1 S-200によりゲル
いる. 議過を行ったところ，分子量数万程度のタンパク質を有
ブタに関しては，著者ら7Jは，卵管上皮細胞とブタ体 する分画に発生促進活性がj容出された.
外受精卵との共培養はブタ旺の発生を有意に高めること 3 ゲルj慮過分画を， SDSポリアクリルアミドゲル電気
を報告してきた.さらに著者ら 8)は，卵管上皮細胞培養 泳動によ ってタンパク質分子を分離したところ，分子量
上j背中の発生促進因子のーっとしてタンパク質様の因子
が存在している ことを見いだした.
本研究では，無血清で卵管上皮細胞を培養し，得られ
た培養上清から匹発生促進因子の部分精製を試みた.
硫安塩析によって分画したアルブミン及びグロブリン
を添加試験に供したところ，硫安30-70%飽和で沈澱す
るグロプリン分画に有意に発生を促進する活性が見られ
た.
4万-6万に数本のバンドが確認された.
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